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【要旨】今回我々は脊柱靱帯骨化モデルであるZucker　Fatty　Rat（以下ZFR）を使用して、インスリン、
insulin－like　growth　factor－1（以下IGF－1）と内軟骨性骨化促進因子であるconnective　tissue　growth　factor
（以下CTGF）の靱帯骨化における役割を生化学的、免疫組織化学的に検討した。　ZFRは、インスリン非依
存性糖尿病（以下NIDDM）のため、3ヶ月齢頃より正常の約5倍の著明な高インスリン血症を呈する。イン
スリンはIGF－1レセプターのリガンドでもあるため、高インスリン血症が本来IGF－1の有する強い細胞増
殖作用を促進し、脊柱靱帯の肥厚、椎間板、特に線維輪の変i生、膨隆や軟骨細胞様細胞の増殖がおこると考
えられた。さらに増殖した軟骨細胞様細胞に免痴組織化学的染色で強力な内軟骨性骨化促進因子と考えられ
ているCTGFの発現を認めたことより、そのオートクライン、パラクライン的作用により、インスリン自身
のもつ骨形成促進作用とともに靱帯骨化に発展していくと考えられた。
はじめに
　脊柱靱帯骨化症、特に後縦靱帯骨化症（以下OPLL）
は骨化した脊柱靱帯により脊髄が圧迫され、重篤な体
幹四肢の脊髄性麻痺を発現する難治性疾患として知
られている。1960年に月本1）が本疾患の一剖検例を報
告したのが本邦、外国あわせて最初である。1975年に
は厚生省特定疾患に指定され、1981年からは脊柱靱帯
骨化調査研究班と改められ現在に至っている。遺伝子
解析分野では、ゲノム全域のスクリーニングによる
OPLL罹患同胞対連鎖解析により、14・16・21番染色
体に連鎖を認めることはわかった。2）分子生物学的に
は、BMPファミリー・TGF一βをはじめとしたサイト
カイン、いわゆる骨形成因子の作用機序やシグナル伝
達機構について一部解明された3）。全身的素因として
は、特にインスリンが注目され、インスリン受容体基
質のノックアウトマウスを用いた研究では、インスリ
ンは骨芽細胞の分化・器質合成を促進し、破骨細胞形
成支持能を抑制することが明らかとなった4）。また、
OPLLの治療法や治療経過について、全国的にアン
ケート調査を行い、その結果をもとに患者のQOL・
ADLを分析し、患者・家族に還元することにより、適
切な治療法、アメニティーについての分析が行われて
いる。この様に多岐にわたり研究されているが、脊柱
靱帯骨化症は、いまだにその病因、病態の全容の解明
には至っていない。本症は臨床的には脊柱靱帯骨化に
耐糖能異常が高頻度に合併し、また、分子生物学的研
究の進歩に伴い、インスリン、insulin－like　growth
factor－1（以下IGF－1）は細胞増殖作用や骨形成促進
作用に大きく関与することが報告されている5）。我々
の研究では、インスリン非依存性糖尿病（以下
NIDDM）モデルであるZucker　Fatty　Rat6）（以下
ZFR）を用いて、長年にわたりOPLLの病態解明につ
いて基礎的研究を行っている7）。臨床例に見られるよ
うな広範な脊柱靱帯骨化をX線学的に確認できたも
のはないが、前縦靱帯、後縦靱帯に顕微鏡的な小骨化
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Fig．1　ZFR　and　NFR　（12　months　old）
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巣が認められ、アキレス腱部には全例で、X線学的に
骨化層が確認される8）。脊柱靱帯骨化の発現には、骨形
成因子や代謝疾患などの複数の素因が関与している
と考えられるが、ZFRはこれらの素因をある程度備
えており、脊柱靱帯骨化の前駆状態、あるいは骨化初
期段階の解明に、実験動物モデルとして有用と考えて
いる。今回著者はインスリン、IGF－1と内軟骨性骨化
促進因子と考えられているCTGFの靱帯骨化におけ
る役割を免疫組織化学的に検討した。
研究材料および方法
対象は1～17ヶ月齢のZFR31匹（1ヶ月5匹、3ヶ
月齢5匹、4ヶ月齢5匹、6齢ヶ月5匹、9ヶ月齢5匹、
12ヶ月齢5匹、17ヶ月齢1匹）、control群として1
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Fig．2　A　1　month　old　ZFR，　IGF－1　receptor　immunohistochemical　staining．（Th2／3，　anterior）　（a）ZFR　（×400）　（b）NFR　（×
　　　400）　IGF－1　expresses　in　periosteal　and　cartilaginous　cells　of　the　intervertebral　disc．
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Fig．3　Three－month－old　rats，　H．E．stain　（Th2／3，　anterior）　（a）ZFR　（×100）
　　　both　the　rats　are　similar．
b
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（b）NFR ×100） Configuration　of　the　disc　of
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Fig．4　Three－month－old　rats，　T．B．　stam　（Th2／3，　anterior）　（a）ZFR　（×100）
　　　are　similar．
難
　　　（b）
（b）NFR　（×100）　Configurations　of（a）　and　（b）
　　　　　　　　　　　　　（a）　（b）Fig．5　Four－month－old　rats，　H．E．　stam　（Th2／3，　anterior）　（a）ZFR　（×100）　The　anulus　fibrosus　of　the　ZFR　shows　chondroid
　　　metaplasia　and　disorganization　of　the　collagen　bundles．　（b）　NFR　（×　100）　There　is　no　significant　in　the　annulus　fibrous．
～29ヶ月齢のNon　Fatty　Rat（以下NFR）36匹（1ヶ
月5匹、3ヶ月齢5匹、4ヶ月齢5匹、6齢ヶ月5匹、9ヶ
月齢5匹、12ヶ月齢5匹、18ヶ月齢3匹、29ヶ月齢3
匹）、計67匹を使用した（Figure　l）。　ZFRは13C系
ラットとM系ラットの交雑種13M系の中に突然変
異体として発見されたものであり、1961年Zuckerら
により発見された。遺伝形式は単純劣性遺伝子（fa：
レプチン受容体遺伝子異常）により遺伝される形質
で、ホモ接合体（fa／fa）のみ肥満を呈し、ヘテロ接合
体（Fa／fa）では肥満を呈さない。また（fa／fa）は一般
に雌雄ともに不妊であり、（Fa／fa）の交配によりメン
デルの法則に従って25％の確率で（fa／fa）が生じ維
持・繁殖されている。臨床症状としては、レプチン不
応性のため、摂食抑制が作用せず、過食・肥満がおこ
（3）
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　　　　　　　　　　　　（a）　（b）Fig．6　Four－month－old　rats，　T．B．　stain．　（Th2／3，　anterior）　（a）　Chondroid　metaplasia　found　in　the　anulus　fibrosus　of　the
　　　intervertebral　disc　of　ZFR，　and　they　proliferated　and　produced　chondroid　matrix　around　them．　（b）　NFR　（×　100）　There
　　　is　no　significant　in　the　annulus　fibrosus．
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Fig．　7　Four－month－old　ZFR，　CTGF　immunohistochemical
　　　staining．（Th2／3，　anterior）　（×100）CTGF　express　in
　　　the　cytoplasm　of　the　metaplastic　chondrocytes．
り、その結果肥満、NIDDM、高インスリン血症等の
内分泌異常を呈する9）。
　方法は、ヂエチルエーテルにて吸入麻酔後、4％
paraformaldehydeにて還流固定下に脊椎を摘出した。
摘出検体は無水エタノールで24時間脱水した後、4％
paraformaldehydeにて24時間固定した。脱灰は20％
EDTAで1週間おこなった。頚椎、上位・下位胸椎、
腰椎に分けてパラフィン包埋後、矢状断で4μmに薄
切して組織標本を作製した。染色はhematoxylin－eosin
染色（以下H．E．染色）、　pH4．　l　Toluidine　blue染色（以
下T．B．染色）、免疫染色を施行した。免疫染色はヒス
トファインSAB－POキット（ニチレイ社日）を使用
し、ABC法基づいて行った。1次抗体は、抗CTGF抗
体（R＆DSYSTEMS社）、抗IGF－lreceptor抗体
（santa　Cruz社）を使用した。これらの方法でZFRの
前野靱帯、後縦靱帯、線維輪構造について経月齢的変
化を観察した。また、各月齢の空腹時血中インスリン、
IGF－1濃度を測定し、t検定を施行し検討した。これら
の実験は東京医科大学動物実験指針に基づいておこ
なった。
結 果
　IGF－1　receptorの免疫組織化学染色ではZFR、　NFR
ともに、全ての月齢において、骨膜、脊柱靱帯、線維
輪部の軟骨細胞にその発現を認めていた（Fig．2）。3ヶ
月齢までのH．E．染色、　TB．染色ではZFR、　NFRとも
に椎間板や脊柱靱帯構造内に明らかな細胞増殖や軟
骨基質の異所性増大は認めず、線維輪構造は保たれ、
脊柱靱帯の肥厚も認めなかった（Fig．3，4）。4ヶ月齢の
NFRのH．E．染色では椎間板、脊柱靱帯に明らかな構
造的変化は認めないが、ZFRでは腹側椎間板線維輪
（4）
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Fig．8　A　12－month－old－ZFR　（Th2／3，　anterior）　（a）H．E．stain　（×40）　（b）T．B．stam　（×40）　lntervertebral　disc　tissue　protruded
　　　into　the　anterior　edge　of　the　vertebral　bodies　and　the　edges　of　the　vertebral　bodies　were　eroded　by　overhanging
　　　proliferative　disc　tissue．
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Fig．9　A　12－month－old　ZFR　（Th2，　anterior　longitudinal　ligament　enthesis）　（a）　H．E．stain　（×200）　，　Metaplastic　chondrocytes
　　　proliferated　remarkably　in　the　site　of　the　enthesis．（b）T．B．stain　（×200）　Cartilaginous　matrix　is　produced　around　the
　　　metaplastic　chondrocytes．
内に紡錘形細胞と、円形の軟骨細胞梯細胞の増殖を認
め、線維輪構造の破綻と椎間板の膨隆を認め、前縦靱
帯の肥厚を認めた（Fig，5）。4ヶ月齢のZFRのT．B．染
色では線維輪内に軟骨細胞様細胞の出現とその細胞
周囲における軟骨基質の産生を認めた（Fig．　6）。4ヶ月
齢のZFRにおけるCTGFの免疫染色では、増殖した
軟骨細胞様細胞の細胞質内にCTGFの発現を認めた
（Fig．7）。12ヶ月齢のzFRのH．E．、　T．B．染色では、椎
間板、前縦靱帯の肥厚、線維輪構造の破綻を認め（Fig．
8）、前縦靱帯付着部では腹側椎間板の線維輪から前縦
靱帯付着部までおよぶ軟骨細胞様細胞と紡錘形細胞
の増殖を認めた（Fig．　9）。この増殖した軟骨様細胞には
（5）
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免疫染色でCTGFの発現を認めた。しかし、後縦靱
帯、背側椎間板には明らかな細胞増殖や膨隆などの変
化は認めなかった（Fig．10）。17ヶ月齢になるとZFR
はH．E．染色、　TB．染色では、腹側同様に背側の椎間板
に軟骨細胞様細胞と紡錘形細胞の増殖と後縦靱帯の
肥厚を認めた（Fig．11）。免疫染色ではその軟骨細胞様
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Fig．10　A12－month－old　ZFR，　CTGF　immunohistochemical
　　　staining（Th2／3，　anterior　longitudinal　ligament　enth－
　　　esis）　（×100）Some　metaplastic　chondrocytes　in　the
　　　enthesis　express，　CTGE
細胞にcTGFの発現を認めた（Fig．12）。しかしNFR
では、26ヶ月齢となってもH．E．染色では椎間板部の
細胞増殖は認めず、線維輪構造も保たれていた（Fig．
13）。同様にTB．染色では椎間板における軟骨細胞の
増殖や増殖した細胞周囲での軟骨基質の産生は認め
なかった（Fig．14）。免疫染色では線維輪、前縦靱帯、後
縦靱帯にCTGF蛋白の発現は認めなかった。
　ZFR，　NFRの空腹時血中インスリン濃度を測定す
ると、ZFRでは、6ヶ月齢で平均320．4±13μU／mlと
ピークに達し、NFRの平均52．6±10．1、μU／mlの約5
倍となった。（Fig．15）。血中IGF－1値は、　zFR，　NFR
ともに、インスリン程の大差は認めなかった。（Fig．
16）o
考 察
　1．インスリン、IGF－1と骨形成
　ZFRの空腹時血中インスリン濃度が3ヶ月齢で平
均285．6±19．7μU／mlと、　NFR平均55．2±7．8μU／ml
の約5倍と上昇し、そして6ヶ月齢でピークとなり、以
後徐々に降下した。組織学的には、全ての月齢で、
ZFR、　NFRともに免疫組織化学染色でIGF－l　rece－
ptor蛋白の発現を認め、さらに4ヶ月齢頃より椎間板
線維輪部や脊柱靱帯部での軟骨細胞様細胞や、紡錘形
細胞の増殖が認められることより、これらの変化にイ
ンスリンが関与していることが示唆された。インスリ
Fig．　11
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　　　　　　　　　　（a）　（b）A　17－month－old　ZFR　（Th2／3，　posterior）　（a）H．E．stain　（×100）　（b）T．B．stain　（×100）　Changes　similar　to　those　found
in　the　anterior　portion　of　the　enthesis　are　recognized　in　the　posterior　portion　in　17　month　old　rats
（6）
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A17－month－old　ZFR，　CTGF　Immunohlstochemical
stalning（×100）CTGF　ls　expressed　ln　the　metaplastlc
chondrocytes　in　the　posterior　portlon．
ンの生理作用は、血糖降下などの代謝作用の他に、細
胞増殖作用や骨形成促進作用があると考えられてい
る10）。また、インスリンはIGF－1レセプターのリガン
ドでもあるため、高インスリン血症が、IGF－1が本来
有する強い細胞増殖作用と同様の作用を惹起し、椎間
板における軟骨や紡錘形細胞の増殖を促進している
可能性が考えられた11）。インスリンのシグナル伝達機
構には、代謝作用を調節するPI3キナーゼ経路と増殖
作用を調節するMAPキナーゼ経路の大きく2つに
区分されている12）。4ヶ月齢以降のZFRでは、　NFRと
比べて高濃度の血中インスリンが、インスリンレセプ
ターを介しShcからその下流のMAPキナーゼの活
性を増強し、強い増殖作用発現に至る可能性が考えら
れた。
　2．CTGFの作用機序
　CTGFは、肥大軟骨細胞から産生され、前成熟期に
ある軟骨細胞の成熟や成熟軟骨細胞の肥大化を促進
v“．，
鞭　轟轡
　　　　　　　　　　　魏1灘鍵
凋
g
　　　　　　　　（a）　（b）Fig．　13　A－26－month　old　NFR，　H．E．　stain（a）　（×40）　（b）　（×400）　There　is　no　significant　m　the　disc．
“
ワ
　　　　　　　（a）　（b）Fig． 14　A　26－month－old NFR，　T．B．　stain．　 a）　（×40）　（b）　（×400）　There　is　no　chondroid　metaplasia
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Fig．　15　Monthly　change　of　blood　insulin．ln　ZFR，　the　insulin　level　becomes　about　6　times　maximal　N　FR　insulin　value．
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Fig．16　Monthly　change　of　blood　IGF－1．
　　　　No　large　differences　similar　to　insulin　levels　were　recognized．
し、骨側の血管内皮細胞にも働きかけ、石灰化軟骨へ
の血管侵入を促進する。つまり、CTGFは内軟骨生骨
化をオートクライン、パラクライン的に多段階に促進
する因子であると考えられている13）。本実験：におい
て、椎体終板軟骨においてはZFR、　NFR両者にも
CTGFの発現を認めていた。さらに、　ZFRでは椎間
板、脊柱靱帯部に増殖した軟骨細胞様細胞の細胞質内
にCTGFの発現を認めたことより、今後、　ZFRでは
脊柱靱帯における骨化の進展が予想される。しかし、
今回の実験で使用したZFR31匹中に、明らかな靱帯
骨化を発見することができなかった。その原因とし
て、ZFRはNIDDMをはじめとする様々な代謝性障
害を合併するため、その平均寿命は15ヶ月前後であ
り、靱帯骨化が十分に完成する前に死亡してしまうこ
とが一因と考えられた。
　3．靱帯骨化の成因
　ZFRは、レプチン不応性の結果、　NIDDM、高イン
スリン血症等となり、NFRに比し血中濃度が約5倍
となったインスリンは、インスリンレセプター及び
IGF－1レセプターを介し、その強力な細胞増殖作用に
よって椎問板や脊柱靱帯内での肥大軟骨細胞が分化
誘導される。これがCTGFを発現することにより、
オートクライン、パラクライン的に内軟骨性骨化が促
進され、インスリン自身の骨形成促進作用とともに靱
（8）
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Fig．17　Ligament　ossification　factors．
　　　Hyperinsulinemia　acted　on　an　insulin　receptor，　and　chondroid　metaplasia　was　promoted，　and，　the　possibility　to　develop
　　　into　ligament　ossification　was　suggested　through　the　action　of　CTGF　and　mechanical　stress．　The　dashed　lines　indicate
　　　the　new　findings　of　this　investigation．
帯骨化に発展していくと考えられた。経時的に観察す
ると、背側（後縦靱帯側）よりも腹側（前壁靱帯側）、
に早期に線維輪構造の破綻や脊柱靱帯の肥厚などの
組織学的変化が認められた。これは、日常的な脊椎の
後屈運動により、背側より腹側に、慢性的で強いメカ
ニカルストレスが加わるためと考えられた（Fig．
17）14）。メカニカルストレスは様々な細胞において生化
学的なシグナルに置換され、周囲の微小環境に適応す
る様に遺伝子発現やタンパク合成を引き起こすと考
えられており、骨化の過程に重要な要素と考えられて
いる15）。
　4．レプチンと骨化
　レプチンは肥満遺伝子obの産物で、肥満に伴い脂
肪細胞より分泌され、視床下部に作用し、摂食行動を
抑制する物質である。ZFRは先天性レプチンレセプ
ター異常により、レプチンの不応性の結果、高レプチ
ン血症となる。レプチンは、インスリンにおけるシグ
ナル伝達機構の中のPI3キナーゼ活性を充進させる
という報告もあり16）、これは、インスリンとレプチン
の相乗作用による脊柱靱帯や椎間板での細胞増殖の
可能性も考えられた。
結 論
　Zucker　Fatty　Ratにおける靱帯骨化の前段階と考え
られる椎間板内での軟骨細胞様細胞の増殖や脊柱靱
帯の肥厚には、インスリンレセプター、IGF－1レセプ
ターを介した高濃度インスリンの持つ細胞増殖作用
の関与が考えられた。
　変性・肥厚した椎間板、脊柱靱帯に出現した軟骨細
胞様細胞にCTGFが発現することで、そのオートク
ライン、パラクライン的作用により、軟骨細胞の成熟
と血管誘導がおこり、内軟骨性骨化が促進され、イン
スリン自身の骨形成促進作用とともに靱帯骨化に発
展していくと考えられた。
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Immunohistochemical　and　biochemical　investigation　of　ossification
of　the　spinal　ligaments　in　Zucker　fatty　rats
Hideaki　MACHIDA，　Kengo　YAMAMOTO，　Tomomasa　NAKATANI，　Toshinori　MASAOKA，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Atsuhiro　IMAKIIRE
Department　of　Orthopaedic　Surgery，　Tokyo　Medical　University
　　　　　　　（Director：　Prof．　Atsuhiro　IMAKIIRE）
Abstract
　The　present　study　immunohistochemical　and　biochemical　investigation　investigated　the　roles　of　insulin，　IGF－1　and
connective　tissue　growth　factor　（CTGF），　which　is　an　endochondral　ossification　accelerator，　on　ligament　ossification　in　Zucker
fatty　rats　（ZFR），　which　naturally　develop　ossification　of　the　spinal　ligaments．
　Due　to　a　congenital　abnormality　in　the　leptin　receptor　gene，　ZFR　develop　non－insulin　dependent　diabetes　mellitus，　and
starting　at　about　the　age　of　3　months，　insulin　levels　become　elevated　to　about　five　times　normal　levels．　As　insulin　is　also　an
IGF－1　receptor　ligand，　hyperinsulinemia　could　enhance　the　potent　cell　proliferation　action　of　IGF－1　to　induce　thickening　of
the　spinal　ligament，　deformation　and　swelling　of　the　intervertebral　disc　（particularly　the　anulus　fibrosus），　and　metaplastic
chondrocytes．　lmmunohistochemical　staining　confirmed　the　expression　of　CTGF　in　proliferated　metaplastic　chondrocytes．
CTGF　is　considered　a　potent　ossification　accelerator，　and　due　to　its　autocrine　and　paracrine　actions，　is　thought　to　advance
spinal　ligament　ossification　in　conj　unction　with　the　ossification－accelerating　action　of　insulin．
〈Key　words＞　Zucker　fatty　rat，　Connective　tissue　growth　factor，　Ossification　of　the　spinal　ligaments
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